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Atherosclerosis is an inflammatory disease of the vessel wall (1). The pathogenesis of 
atherosclerosis is, among others, associated with auto-immune inflammatory diseases such 
as rheumatoid arthritis (RA) and systemic lupus erythematosus (SLE). Atherosclerosis is a 
chronic process that leads to the formation of atherosclerotic plaques. These plaques may 
become vulnerable and rupture, which is directly related to cardiovascular diseases (CVD) 
such as myocardial infarction or ischemic stroke. The development of an atherosclerotic 
plaque starts with an increased permeability of the endothelium. Subsequently, retention 
and accumulation of low-density lipoprotein (LDL) in the vessel wall, followed by 
endothelial activation and chemokine secretion occurs (2). In response, monocytes are 
attracted and migrate into the vessel wall where they differentiate into macrophages 
(3). Characteristics of a vulnerable atherosclerotic plaque (i.e. one prone to rupture) are 
inflammation (often defined as extensive macrophage accumulation), elevation of matrix 
metalloproteinases (MMPs), a thin fibrous cap with a large lipid core, superficial erosion 
and platelet aggregation or fibrin deposition, a fissured plaque cap and severe luminal 
stenosis (4). Potentially, macrophages can be used to visualize inﬂammatory responses in 
atherosclerosis. 
Part I
Markers for early atherosclerosis
Endothelial progenitor cells
As stated, the development of an atherosclerotic plaque starts with changes in permeability 
of the endothelium. This results in the upregulation of several membrane proteins, as 
such considered as endothelial activation markers. In addition, endothelial dysfunction 
occurs, and this might be regarded as a first sign of the atherosclerotic process. To stop this 
process, recovery is required. Endothelial progenitor cells (EPCs) appear to be important 
in endothelial repair (5). EPCs can repair or form new blood vessels through two different 
mechanisms: by endothelial sprouting from a preexisting capillary network (angiogenesis) 
or by vasculogenesis, which refers to blood vessel formation from EPCs differentiating 
in situ (6). Therefore, number and functionality of circulating EPCs may be an important 
factor contributing to the recovery in the atherogenic process (7).  In chapter 2, two 
methods (flow cytometry and culture) to measure EPCs are used to study EPC counts 
in RA patients with newly onset disease (diagnosis ≤ 1.5 year) compared to healthy sex 
and age matched controls. RA patients had significantly lower endothelial repair cells. 
Furthermore, EPCs were inversely related to RA disease activity, which might suggest EPC 
shortage in peripheral blood is related to the accelerated development of atherosclerosis 
in RA patients with higher disease activity.
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Endothelial activation markers
Endothelial cell activation through inflammatory vessel wall damage might be another 
reason for the increased prevalence of CVD due to atherosclerosis observed in RA patients, 
as well as in other autoimmune diseases (8). Endothelial cell activation is represented by the 
production of vascular endothelial growth factor (VEGF) and the release of angiopoietin-2 
(ANGP-2), which antagonizes binding of angiopoietin -1 (ANGP-1) to the Tie-2 receptor. In 
chapter 2, it is shown that VEGF serum levels are increased in RA patients. Furthermore, 
EPC numbers were inversely correlated to ANGP-2 levels. Endothelial cell activation 
sensitizes the endothelial cells to up-regulate and release adhesion molecules (9), such 
as soluble vascular cell adhesion molecule-1 (sVCAM-1), thrombomodulin (TM or CD141) 
and von Willebrand Factor (vWF). In chapter 3 endothelial activation markers, advanced 
glycation end products (AGEs) and SAE were measured in RA patients early in the course 
of their disease, and subsequently after one year. Measurements were related to disease 
activity at both time points. Endothelial dysfunction was present in newly diagnosed 
RA patients, independently of traditional risk factors and was inversely correlated with 
disease activity. By reducing disease activity endothelial dysfunction improved, though 
not to normal values. In chapter 2 and 3 we found sVCAM-1 and vWF to be increased in 
early RA patients compared to healthy controls in peripheral blood. Moreover, sVCAM-1 
was inversely correlated to EPC counts, and sVCAM-1 had the strongest association with 
EPC count in multivariate analysis. This indicates that sVCAM-1 might be a good systemic 
marker for predicting cardiovascular risk in chronic inflammatory diseases (10).
 
Small arterial elasticity
Endothelial dysfunction results in increased ‘stiffness’ of the arterial wall. This can be 
measured using tonometry of the radial artery by pulse wave analysis (PWA), which is 
recalculated to Small Arterial Elasticity (SAE) (11). In chapter 3, while SAE was decreased in 
RA patients versus healthy controls, we found SAE was inversely correlated with DAS-28. 
Of note, after one year disease activity was reduced and SAE significantly improved in RA 
patients. So by reducing disease activity in RA patients, endothelial dysfunction improves. 
In chapter 2 SAE was inversely related to both methods of EPC measurement. This shows 
SAE might be a good marker for cardiovascular risk in patients with systemic disease 
during their disease. 
Advanced glycation end products
Advanced glycation end products (AGEs) are stable structures accumulating on long-lived 
proteins, formed by non-enzymatic glycation and oxidative reactions (12). By interaction 
with their major receptor (RAGE), AGEs have been shown in vitro to promote inflammatory 
mechanisms leading to atherosclerotic plaque formation and vulnerability (13). AGEs 
accumulate in tissues with slow turnover such as the vessel wall, cartilage and skin, and 




were shown to be significantly increased in RA patients versus healthy controls. In healthy 
controls without cardiovascular diseases, but with a wide range of Framingham risk scores 
(10 year risk on coronary heart disease (i.e. myocardial infarction or death from coronary 
heart disease)), a relation with skin AF and traditional risk factors for atherosclerosis (age, 
obesity, BMI, presence of DM and plasma glucose levels) was found and described in chapter 
4. Also, skin AF was positively associated with plasma levels of matrix metalloproteinases 
(MMP)-3, 9, tissue inhibitor of metalloproteinases (TIMP)-1 and hsCRP, Framingham risk 
score (15), plaque score and IMT in subjects without cardiovascular disease. As such, 
AGEs measured by skin AF might be useful for use as clinical biomarker for subclinical 
atherosclerosis in risk groups such as diabetes mellitus (DM) or patients with autoimmune 
inflammatory disease.
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Identification of the vulnerable plaque is a major challenge in cardiovascular medicine, as 
conventional imaging technologies such as B-mode duplex ultrasound, CT angiography 
scanning and magnetic resonance imaging (MRI) used in the clinic, offer minimal 
information about the underlying biology and potential risk for rupture (16). So the 
conventional diagnostic imaging methods do not provide information about plaque 
vulnerability (presence of lipid pools and necrotic core with an overlying thin fibrous cap, 
increased macrophage activity and plaque progression). In addition, characteristics of a 
vulnerable plaque are observed within plaques that are modest in terms of angiographic 
stenosis severity (17).  Molecular imaging has the potential to visualize functional biological 
processes and, as such, plaque vulnerability. Until now, lipid accumulation, apoptosis and 
calcification, angiogenesis, thrombosis, proteolysis and inflammation have been targets 
for innovative imaging techniques (18). Targets that may be most useful for clinical 
imaging applications are inflammatory cells or their products (19). Imaging inflammation 
using folate receptor-β (FR-β; a 38-kDa glycosylphosphatidylinositol-anchored protein 
that binds with high affinity to vitamin folic acid (20)) is a very promising tool to identify 
vulnerable plaques in early diagnosis of vascular diseases in association with systemic 
diseases (chapter 5), as FR-ß is selectively expressed on activated macrophages due to 
an increase in DNA syntheses of various proteins (21). Three isoforms of folate receptor 
have been identified; an alpha (FR-α), beta (FR-ß) and gamma isoform (FR-γ). FR-α is 
overexpressed on tumor cells in specific types of cancer, while FR-γ is a secreted protein 
from hematopoietic cells. To investigate usefulness of different imaging modalities these 
were tested ex-vivo in plaques of atherosclerotic patients, and validated for specificity 
with immunohistochemical staining and realtime PCR. In chapter 6 ex vivo optical imaging 
of FR-β with an optical fluorescent contrast agent (FITc) in atherosclerotic plaques from 
the carotid artery was described. Compared to areas with low folate–FITc uptake, areas of 
high folate–FITc uptake within human atherosclerotic plaques had an increased number 
of activated macrophages and higher areas of hypoxia, as shown by higher expression 
if HIF-1α (22). These characteristics of vulnerability imply that molecular imaging of FR-β 
through folate conjugates might be a good indicator for plaque vulnerability in future 
noninvasive imaging studies. MMPs are produced by activated macrophages and play 
a role in destabilizing the atherosclerotic plaque. In chapter 8, we found MMP-9 is the 
most dominantly MMP present in atherosclerotic plaques and is produced by M2 rather 
than M1 macrophages. MMPs were targeted with a MMP-sensitive probe (MMPsense) and 
visualized by fluorescence imaging. MMPsense is activated by MMP -2, -3, -9 and -13. It is 
optically silent in its inactivated state and becomes highly fluorescent following protease-
mediated activation. MMPsense can therefore be used to detect MMP-9 in plaques and 




the in vivo situation, penetration depth of fluorescence imaging is limited. Therefore, the 
use of radiolabeled folate (99mTc-folate) described in chapter 7 could be of more clinical 
value.
Macrophage plasticity
In human atherosclerotic lesions, a heterogeneous population of macrophages exists; a 
classically activated macrophage type (M1) as well as an alternatively activated macrophage 
population (M2) (23). The M1 macrophage is thought to have pro-inflammatory properties, 
promotes lesion development, and is driven by lipopolysaccharide (LPS) and interferon 
gamma (IFN-γ). M2 macrophages however, are anti-inflammatory and immune regulatory. 
Upon cytokine stimulation they modify the development of atherosclerotic plaques. The 
M2 macrophage population can be divided in M2a, M2b and M2c subtypes, depending 
on the cytokine environment (IL-4, immune complexes and IL-10 respectively) (24). As 
the function of M2a macrophages is type II inflammation (wound-healing or tissue-repair 
functions), and type M2c matrix deposition and tissue remodeling; the type of macrophage 
present might be most important in atherosclerosis (25). However, the situation in vivo is 
thought to be rather more complex than the typically described M1 and M2 macrophages 
distribution. That is, not only cytokine environment, but also other factors could play a 
major role (26). In chapter 7 the use of 99mTc-folate to discriminate between an M1-like and 
M2-like macrophage phenotype within an atherosclerotic carotid plaque is described. We 
found more M2-like macrophages in areas of high 99mTc-folate accumulation, compared 
to areas with low accumulation of the folate probe, suggesting that FR-ß is expressed at 
a higher level on M2 macrophages. In chapter 8, macrophages were differentiated and 
polarized in vitro into M1, M2a and M2c macrophages to investigate expression of MMPs 
in these subtypes, as well is in smooth muscle cells (SMCs). These experiments showed M2 
macrophages had higher expression of MMP-9, while MMP-2 was higher expressed in M1 
macrophages and SMCs.
Conclusion
The prevalence of CVD due to atherosclerosis is increased in RA patients, as well as 
in other autoimmune-immune inflammatory diseases. The pathogenesis of systemic 
autoimmune diseases and atherosclerosis underlying CVD are very alike but complex.  We 
examined markers for different stages of the accelerated atherosclerotic process occurring 
in autoimmune mediated patients.  Also we found the impact of traditional (such as 
BMI, smoking) and non-traditional (disease activity) risk factors both play a role in the 
development of atherosclerosis. In part I, systemic markers for early atherosclerosis were 
assessed, and compared to conventional measurements for atherosclerosis such as IMT. 
EPC count might be a promising systemic marker for subclinical atherosclerosis, as EPC 
count is inversely related to disease activity, which in turn seems to be related to accelerated 
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atherosclerosis in early RA patients. However, a universal protocol for measuring EPC 
counts in peripheral blood is still lacking. Therefore, EPC measurement combined with 
sVCAM-1 and non invasive measurement of AGEs and SAE gives a better overview of the 
cardiovascular status of patients at risk for atherosclerosis.  Furthermore, measurement of 
AGEs and SAE is simple and application in a clinical setting can easily be done. In part II, new 
and existing imaging techniques were used to examine probes that make inflammation 
within a carotid plaque visible. The ultimate goal was discrimination between vulnerable, 
risk-full atherosclerotic plaques that could cause symptoms, and the more stable ones. 
Compared with areas with low folate uptake, areas of high folate uptake within human 
atherosclerotic plaques had an increased number of activated macrophages. Several 
techniques (flow cytometry, immuno- and fluorescence staining) showed FR-β was over 
expressed on M2 macrophages. Although both FR-β imaging and MMP-imaging showed 
that activated macrophages were targeted, more research is needed to discriminate 
which mechanisms play a role in the process of a plaque becoming vulnerable, to select 
for patients eligible for treatment from those with a low risk. However, using SPECT 99mTc-
folate imaging as a marker for M2-like macrophages in atherosclerosis is a promising tool 
for plaque vulnerability and therefore could potentially be used in the diagnostic process. 
Measuring MMPs in serum or using fluorescence or radiolabeled imaging for plaques could 
be promising as well, since MMPs are directly involved in degradation of strength-giving 
collagens and other structural proteins of the arterial extracellular matrix. Overproduction 
of MMPs by macrophages could therefore promote atherosclerotic plaque rupture (27). 
Of all the MMPs studied in this thesis, MMP-9 was the best detectable using RT-PCR within 
an atherosclerotic carotid plaque. Moreover, MMP-9 can be detected using fluorescence 
(MMPsense), high-resolution deep-tissue multispectral optoacoustic tomography (MSOT) 
technology (28), or using radiolabeled probes. Still more research is needed which 
MMPs are the most important in the process of a plaque becoming vulnerable and their 
expression among macrophage phenotypes. 
 
Future perspectives
Tracers targeting factors contributing to plaque vulnerability such as inflammation and 
proteolysis will help to get a clear view of atherosclerotic disease in vivo in the near future. 
As a result, this accelerates the individualization of the diagnostical process. Ultimately, this 
will avoid plaque rupture leading to a decrease of acute coronary events and decreased 
mortality. However, obstacles with tracer specificity and sensitivity of imaging technologies 
have to be overcome. Firstly, more specific probes targeting distinct cellular processes 
have to be found. Secondly, the detection technologies have to become more sensitive. 
MRI and computed tomography (CT) have a good spatial resolution, but a low sensitivity. 
Optical techniques, such as bioluminescence or fluorescence imaging, have restricted 




and humans. Positron emission tomography (PET) and single-photon emission computed 
tomography (SPECT) stand out because of their high sensitivity for small amounts of probe 
mass, but these modalities have relatively limited spatial resolution (4). Imaging via the 
intravascular route may have the potential to further improve these imaging technologies 
(19). In that manner, the cardiovascular imaging may benefit from cancer research, 
where implication of biomarkers in daily patient care seems feasible (29). Experimental 
investigations have used these techniques in conjunction with a variety of molecular-
targeted compounds, but few have made their way into the clinic (30). Also, testing of 
toxicity and pharmacokinetics still needs to be performed for most of the tracers. Access 
to a cyclotron and radio pharmacy facilities for production of some of the above named 
molecular probes is needed. While often available in specialized centres, the infrastructure 
for advanced imaging may limit wide-spread implementation (31). Although costs of 
new imaging technologies are quite high, these may be modest compared to the general 
healthcare costs to treat patients with vascular complications. Fluorescence imaging 
using a folate–FITC optical contrast agent probe can visualize the distribution of activated 
macrophages and is therefore a promising marker of inflammation and vulnerability of 
human atherosclerotic plaques. Folate has already been used in humans to identify tumor 
processes, because several solid tumors express FR-α (29). However, current applications 
for noninvasive optical imaging of fluorescent signals within a human carotid artery are 
limited by the use of fluorophores with emission wavelengths within the range of 450–600 
nm such as FITC, leading to a limited penetration depth. Therefore, sophisticated imaging 
devices such as multispectral optoacoustic tomography for imaging of near-infrared 
fluorophores (e.g., IRDye-CW800) conjugated to folate might solve this problem for future 
clinical applications. Another promising tool would be targeting the mannose receptor 
(expressed by M2-like macrophages) by 2-deoxy-2-[(18)F]fluoro-D-mannose, ([(18)F]FDM) 
imaging (32). Also the tracer MTHPT (C6H12O5) therefore is an option, since MTHPT has 
the advantage over other tracers for this purpose as it shows a higher selectivity towards 
macrophages. MTHPT is a ligand for mannose receptor (MR), but has shown – unlike other 
tracers – no (or very low) affinity for glucose transporter proteins (GLUTs). Next to imaging, 
measuring systemic markers would be beneficial to the diagnostic process in patients 
at risk for (sub) clinical atherosclerosis. As the most promising markers named in the 
conclusion (EPC measurement combined with sVCAM-1 and non invasive measurement 
of AGEs and SAE) all have their advantages and disadvantages, longitudinal studies 
combining different markers would be recommended. Since EPC count is inversely related 
to disease activity, one hypothesis could be endothelial activation, dysfunction and 
accelerated atherosclerosis occur more during episodes of active disease in RA patients. 
However, more studies are needed to further unravel the pathogenic mechanism behind 
this shared pathology and to find the biomarker which best reflects the atherosclerotic risk 
in autoimmune-immune inflammatory disease patients. 
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Taken together, measuring systemic markers (early disease stage) and imaging subclinical 
atherosclerosis (later stage) may improve risk stratification for the development of CVD. As 
such, improving current prediction models and developing targets for specific therapeutic 
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Slagaderverkalking (atherosclerose) is een ontstekingsziekte van de vaatwand (1). Het 
ontstaan van atherosclerose is onder andere geassocieerd met auto-immuun ziekten zoals 
reumatoïde artritis (RA). Auto-immuun ziekten zijn ziekten waarbij het immuunsysteem 
zich tegen bestanddelen van het eigen lichaam keert. Atherosclerose is een chronisch 
proces dat leidt tot de vorming van atherosclerotische plaques, waardoor de vaten 
dunner worden. De ontwikkeling van een atherosclerotische plaque begint met een 
verhoogde doorlaatbaarheid van het endotheel (bekleding van een bloedvat), waardoor 
het ‘slechte’ cholesterol (LDL) door de endotheel laag heen kan en zich in de vaatwand kan 
opstapelen. Vervolgens worden de endotheel cellen geactiveerd (2) en gaan monocyten 
(een soort ontstekingscel) door de vaatwand heen, waar ze in macrofagen (letterlijk: 
veelvraten) veranderen (3). Als plaques kwetsbaar worden en scheuren kunnen hart -en 
vaatziekten ontstaan, zoals een hartinfarct of een beroerte. Kenmerken van een kwetsbare 
atherosclerotische plaque zijn: ontsteking, verhoging van eiwitten die de vaatwand 
kunnen afbreken, en ernstige vernauwing van een bloedvat (stenose) (4). Mogelijk zouden 
macrofagen gebruikt kunnen worden om ontstekingsreacties in atherosclerose in beeld te 
brengen, om zo de kans op hart- en vaatziekten te voorspellen. 
Deel I - Markers voor vroege atherosclerose 
Endotheliale voorlopercellen 
De ontwikkeling van een atherosclerotische plaque een verhoogde doorlaatbaarheid van 
het endotheel. Dit resulteert in de activatie van verschillende membraaneiwitten, ook wel 
endotheliale activatie markers genoemd. Vervolgens treedt er endotheel disfunctie op. Dit 
kan als een eerste teken van het atherosclerotische proces worden beschouwd. Om dit 
proces te stoppen, is herstel nodig. Endotheliale voorloper cellen (EPCs) lijken belangrijk 
te zijn bij dit proces (5). EPCs kunnen nieuwe bloedvaten herstellen of vormen (6). Daarom 
kan het aantal en de functionaliteit van EPCs in het bloed een belangrijke factor zijn in 
het herstel proces van de vaten (7). In hoofdstuk 2 zijn twee methoden om EPCs te meten 
gebruikt.  Daarbij wordt gekeken naar RA patiënten met een ziekte duur van minder dan 
1,5 jaar. Deze data zijn vergeleken met gezonde vrijwilligers van hetzelfde geslacht en 
leeftijd. Daaruit bleek dat RA patiënten een significant lager aantal endotheliale voorloper 
cellen in hun bloed hebben. Bovendien is het aantal EPCs omgekeerd evenredig met 
de ziekteactiviteit van RA patiënten (gemeten door middel van de DAS-28 score). Dit 
suggereert dat EPC tekort in het perifere bloed gerelateerd is aan de versnelde ontwikkeling 
van atherosclerose bij RA patiënten met hogere ziekteactiviteit. 
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Endotheel activatie markers 
De activering van endotheelcellen als gevolg van ontsteking kan een andere reden zijn 
voor het verhoogde voorkomen van hart- en vaatziekten bij RA patiënten (8). Endotheelcel 
activatie wordt gevolgd door de productie van vasculaire endotheliale groeifactoren 
(VEGF) wat ervoor zorgt dat verschillende eiwitten vrijkomen, zoals angiopoietine-2 (ANGP-
2). ANGP-2 gaat de binding van angiopoietine -1 (ANGP-1) aan de Tie-2-receptor tegen 
(welke vaatnieuwvorming stimuleert). In hoofdstuk 2 wordt aangetoond dat VEGF serum 
spiegels verhoogd zijn bij RA patiënten. Ook zijn EPC aantallen omgekeerd evenredig 
aan het ANGP-2 niveau. Endotheelcel activatie wordt gekenmerkt door de productie van 
adhesiemoleculen (9), zoals het oplosbare vasculaire cel adhesie molecul-1 (sVCAM-1), 
trombomoduline (TM of CD141) en von Willebrand Factor (vWF). In hoofdstuk 3 worden 
endotheliale activatie markers, versuikerde eiwitten (zogenaamde advanced glycation 
end products (AGE’s)) en de elasticiteit van kleine vaten (small arterial elasticity (SAE)) 
gemeten bij RA patiënten vroeg in het verloop van hun ziekte, en vervolgens na een jaar. 
Deze metingen zijn gerelateerd aan de ziekte activiteit op beide tijdstippen. Endotheliale 
disfunctie is aanwezig bij nieuw gediagnosticeerde RA patiënten, onafhankelijk van 
traditionele risicofactoren, en is omgekeerd gecorreleerd aan de ziekteactiviteit. Door het 
verminderen van ziekteactiviteit verbeterd de endotheel functie, maar niet tot normale 
waarden. In hoofdstuk 2 en 3 worden verhoogde sVCAM-1 en vWF waardes in het perifere 
bloed van vroege RA patiënten gevonden, vergeleken met gezonde controles. Bovendien 
is sVCAM-1 omgekeerd geassocieerd aan EPCs. sVCAM-1 heeft de sterkste associatie met 
EPCs in de multivariaat analyse. Dit geeft aan dat sVCAM-1 een goede voorspeller voor het 
cardiovasculaire risico bij chronische auto-immuunziekten is (10). 
 
Elasticiteit van de kleine vaten 
Endotheliale disfunctie resulteert in verhoogde ‘stijfheid’ van de vaatwand. Dit kan 
gemeten worden met behulp van het meten van de vorm van de drukgolf die zich bij elke 
hartslag door de slagader verspreidt, de zogenaamde ‘pulse wave analyse (PWA)’, die wordt 
herleid naar de elasticiteit van de kleine vaten (SAE) (11). In hoofdstuk 3 is beschreven dat 
de SAE afgenomen is bij RA patiënten versus gezonde controles, en dat de SAE omgekeerd 
gecorreleerd is met de ziekteactiviteit. Nadat de ziekteactiviteit na een jaar verminderd is, 
is ook de SAE significant verbeterd bij patiënten met RA. Dus door het verminderen van 
ziekteactiviteit bij RA-patiënten is de endotheliale functie ook beter. In hoofdstuk 2 is SAE 
omgekeerd evenredig aan beide methoden om EPCs te meten. Dit is een aanwijzing dat 
SAE een goede maat voor het risico op hart- en vaatziekten bij patiënten met een auto-
immuun ziekte zou kunnen zijn.  
Advanced glycation end products
AGEs zijn eiwitten die onherstelbaar beschadigd zijn, doordat er suikergroepen (zoals glu-
cose) aan verankerd zijn en het eiwit is gedegenereerd (12). Door interactie met hun belan-
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grijkste receptor (RAGE), leiden ze tot vorming van atherosclerotische plaques. Ook bevor-
deren AGEs kwetsbaarheid van een plaque (13). AGEs stapelen makkelijker in weefsels met 
trage celdeling zoals de vaatwand, kraakbeen en huid. AGEs kunnen gemeten worden door 
de huid met fluorescentie (skin AF) (14).In hoofdstuk 3 is aangetoond dat AGES aanzienlijk 
verhoogd zijn bij RA patiënten, vergeleken met gezonde controles. In gezonde controles 
zonder hart- en vaatziekten, is het risico op het ontstaan van deze ziekten (gemeten met 
de Framingham risicoscore), gerelateerd aan AGEs gemeten in de huid. Ook traditionele 
risicofactoren voor atherosclerose zoals bijvoorbeeld leeftijd en verhoogd BMI, zijn gerela-
teerd aan AGES gemeten in de huid. In hoofdstuk 4 wordt de relatie tussen AGES gemeten 
in de huid en spiegels van eerder genoemde MMP eiwitten getoond (15). Ook het aantal 
plaques aanwezig in de halsslagaders, en de IMT (mate van vernauwing in een vat) bij 
personen zonder hart- en vaatziekten zijn gerelateerd aan AGEs. Als zodanig kan AGEs 
gemeten in de huid als een bruikbare marker voor vroege atherosclerose in risicogroepen 
zoals diabetes mellitus (DM) of patiënten met auto-immuunziekte gezien worden. 
Deel II – Atherosclerose in beeld 
Identificatie van een kwetsbare plaque wordt gezien als een uitdaging in de cardiovasculaire 
geneeskunde. Beeldvormende technieken die in de kliniek gebruikt worden (duplex 
echografie, CT-angiografie scans en magnetische resonantie imaging (MRI)), laten de 
vernauwingsgraad zien, maar geven geen informatie over de mate van kwetsbaarheid 
van een plaque (16). Bovendien zijn de plaques met lage vernauwingsgraad vaak 
kwetsbaar (17). Moleculaire beeldvorming heeft de potentie om biologische processen 
en plaque kwetsbaarheid als zodanig te visualiseren. Tot nu toe zijn er verschillende 
biologische processen in beeld gebracht (18). Doelen die het meest nuttig zijn voor 
klinische beeldvorming zijn ontstekingscellen of hun producten (19), omdat deze een 
direct relatie met kwetsbaarheid hebben. Folaat receptor-β (FR-β) is een eiwit dat zich 
op de oppervlakte van macrofagen bevindt (20). Het is een veelbelovend middel om 
kwetsbare plaques in een vroeg stadium te diagnosticeren (hoofdstuk 5). In hoofdstuk 6 
is het in beeld brengen van FR-β met een optisch fluorescerend contrastmiddel (FITC) in 
atherosclerotische plaques uit de halsslagader beschreven. Vergeleken met gebieden met 
lage folaat-FITC opname, hadden gebieden met een hoge folaat-FITC opname in humane 
atherosclerotische plaques meer kenmerken van ontsteking en dus kwetsbaarheid (21). 
Dit impliceert dat moleculaire beeldvorming van FR-β een goede indicator voor plaque 
instabiliteit in de toekomst zou kunnen zijn. Een andere manier om instabiele plaques op 
te sporen is het in beeld brengen van MMPs. MMPs zijn eiwitten die de matrix afbreken, en 
de plaque destabiliseren. Ze worden geproduceerd door macrofagen.  Er zijn verschillende 





In humane atherosclerotische plaques bestaat een heterogene populatie van macrofagen; 
het klassiek geactiveerd macrofaag type (M1) en een alternatief geactiveerde macrofaag 
populatie (M2) (22). De M1 macrofaag wordt gedacht pro-inflammatoire eigenschappen 
te hebben. De M1 macrofaag wordt aangedreven door lipopolysaccharide (LPS) en 
interferon gamma (IFN-γ). M2 macrofagen hebben een meer immuun regulerende 
werking. De M2 macrofaag populatie kan worden onderverdeeld in M2a, M2b en M2c 
subtypes, afhankelijk van het cytokine milieu (cytokinen activeren immuuncellen) (23). 
M2a en M2c zijn het belangrijkste in het atherosclerotische proces (24). De functie van 
M2a macrofagen is type II ontsteking (wondgenezing en/of het repareren van weefsel), 
de functie van type M2c macrofagen is matrix depositie en weefsel remodellering. MMP-9 
wordt geproduceerd door M2 macrofagen (alternatief geactiveerd), en in mindere mate 
door M1 macrofagen (geactiveerd via de klassieke route). MMPs zijn in beeld gebracht met 
behulp van het fluorescerende stofje MMPsense. MMPsense wordt geactiveerd door MMP 
-2, -3, -9 en -13. MMPsense kan derhalve worden gebruikt om MMP-9 te detecteren en zou 
daarom een goede marker voor plaque instabiliteit in de kliniek kunnen zijn. Echter, in een 
menselijk lichaam kan de waarde van fluorescentie beeldvorming beperkt zijn vanwege 
de lage penetratie diepte. Daarom kan het gebruik van radioactief gelabeld folaat (99mTc-
folaat) beschreven in hoofdstuk 7 van meer klinische waarde zijn. De situatie in het lichaam 
zou echter ingewikkelder kunnen zijn dan de verdeling in alléén M1 en M2 macrofagen. 
Niet alleen cytokine milieu, maar ook andere factoren kunnen een belangrijke rol spelen 
(25). In hoofdstuk 7 wordt door het gebruik van 99mTc-folaat onderscheid gemaakt tussen 
een M1-achtig en M2-achtig macrofaag fenotype binnen een atherosclerotische plaque. 
Er zijn meer M2-achtige macrofagen gevonden in gebieden met een hoge 99mTc-folaat 
accumulatie, wat suggereert dat FR-ß meer tot expressie komt op M2 macrofagen dan 
op M1 macrofagen. In hoofdstuk 8 worden macrofagen gedifferentieerd en gepolariseerd 
in het lab in M1, M2a en M2c macrofagen. Expressie van MMPs in deze subtypes zijn 
onderzocht, alsook in gladde spiercellen (SMC). Deze experimenten toonden dat M2 
macrofagen hogere expressie van MMP-9 hadden, terwijl MMP-2 meer op M1 macrofagen 
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Vanwege praktische redenen heb ik in 2008 besloten mijn wetenschapsstage vóór 
mijn coschappen te doen, wat normaal gesproken andersom is. Met de achterliggende 
gedachte: dan kan ik zo snel mogelijk door met datgene waarvoor ik met de opleiding 
geneeskunde begonnen ben. Echter, het werk op het lab beviel me veel beter dan 
gedacht. Zelfs zo goed, dat ik besloot te solliciteren voor een MD/PhD traject. Nu ik met 
gepaste trots het resultaat in handen heb, denk ik toch vooral aan hoeveel ik geleerd heb 
tijdens de totstandkoming van dit proefschrift. Of zoals Henry Miller zei: “one’s destination 
is never a place, but a new way of looking at things.” Ik wil dan ook iedereen die bij de weg 
naar deze bestemming betrokken is geweest bedanken, waarvan een aantal mensen in 
het bijzonder.
Ten eerste mijn copromotoren, Hannie Westra, Marc Bijl en Hendrikus Boersma, en mijn 
promotor Clark Zeebregts. 
Hannie,  jij bent de motor achter dit project geweest, en ik durf met zekerheid te zeggen 
dat zonder jou dit proefschrift niet op deze manier tot stand zou zijn gekomen. Bedankt 
dat ik altijd op jou kan rekenen, bij jou binnen kon lopen voor vragen, en mocht leren 
van jou uitgebreide kennis wat betreft het labwerk. Ook al heb je veel andere AIO’s en 
studenten onder je hoede, er was altijd tijd voor overleg. Ik heb onze samenwerking als 
zeer prettig ervaren en ontzettend veel van jou geleerd.   
Marc, aan jou kritische blik heb ik veel gehad. Vooral het lezen en schrijven van manuscripten 
–duidelijk en zonder ruimte voor speculatie- heb ik goed kunnen ontwikkelen dankzij jou 
zorgvuldige en bruikbare commentaar, welke van heel-veel-rood naar steeds minder rood 
ging. Ook tijdens mijn coschap reumatologie in het Martini Ziekenhuis nam je altijd de tijd 
voor feedback en daardoor heb ik in die korte tijd enorm veel van jou kunnen leren, en heb 
ik mede daardoor voor het vak gekozen. 
Hendrikus, vanaf het eerste moment dat ik met jou aan het werk was, heeft jou enthousiasme 
een aanstekelijke werking op mij gehad. Bij elke labeling en scan was jij er om mij advies te 
geven, en dankzij jou is het folaat-technetium project een succes geworden. De aanvraag 
voor de Rubicon beurs heb ik samen met jou geschreven, waarvoor ik je erg dankbaar ben. 
Helaas is de beurs niet gehonoreerd, maar desondanks beoordeeld als zeer goed. 
Clark, de eerste keer dat ik bij jou aan het bureau zat om het folaat project (wat begonnen 
is als een proefproject) door te spreken weet ik nog goed. Jou doortastende en directe 
manier van werken heeft voor veel mogelijkheden gezorgd. Ook als ik het even niet 
zag zitten (bijvoorbeeld na het eerste paper acht keer gesubmit te hebben), wist jij me 
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altijd weer te motiveren om toch met veel plezier weer verder te gaan. Bedankt voor het 
vertrouwen en mogelijkheden die je me hebt geboden. 
Riemer, als het mogelijk was geweest om nog een co-promotor te hebben dan was jij 
dat geweest. Bedankt voor jou technische inbreng. Jou deskundigheid op het gebied 
van nucleaire geneeskunde gecombineerd met je rustige en vriendelijke persoonlijkheid 
maken jou zeer prettig om mee samen te werken. 
René, via jou ben ik bij Clark gekomen en heb ik de kans gekregen om dit project te kunnen 
doen. Hoewel we niet veel praktisch werk samen gedaan hebben, kon ik altijd rekenen op 
jou advies op cardiologisch gebied tijdens onze wekelijkse meetings op vrijdagmiddag. 
Prof. dr. Cees Kallenberg, uw kennis en ervaring is een grote inspiratiebron voor mij. De 
verhalen over de wetenschap, maar ook alles daaromheen zullen me altijd bij blijven. 
Tijdens het congres in Nice dit voorjaar heb ik hier nog van mogen meegenieten. 
Prof. dr. Piet Limburg, dankzij jou kritische blik en bruikbare commentaar tijdens de vrijdag 
ochtend meetings wist ik of ik op de goede weg zat, of het anders aan moest pakken. Ook 
Alja Stel en Karina de Leeuw hebben daar aan bijgedragen. 
De leden van de leescommissie, prof dr. R. Dierckx, prof. dr. P.W. Kamphuisen en prof. dr. G. 
Pasterkamp, bedankt voor het evalueren van het proefschrift. 
Reza, thank you for your help with the scanning and analyzation of the data. In the hours 
in the basement of the hospital we always had nice conversations, and good coffee during 
the incubation and scanning. 
Nato, I met you during my 1st PhD year, during your internship. Together we wrote a 
review, which was a very convenient process. You have a warm personality, and it was very 
pleasant to work with you.  
Verder wil ik de mede-auteurs; Go van Dam, Marcel Posthumus, Lodewijk de Groot, Steven 
Wenker, Andries Smit, Helmy Hinkema, Joop Lefrandt, Jan-Cees Breek, Phillip Low, Bastiaan 
Wallis de Vries, Jan-Luuk Hillebrands en Niels Harlaar bedanken voor hun bijdrage.
Ook zonder de patiënten en vrijwilligers die hun medewerking verleenden aan de 
verschillende onderzoeken had dit proefschrift niet tot stand kunnen komen.
Ik wil Gerda, Minke, Johan, Wayel en Theo bedanken voor alle hulp op het lab, en natuurlijk 
minstens zo belangrijk, alle gezelligheid en bakjes koffie, thee, limonade. In het bijzonder 
wil ik Berber bedanken. Tijdens mijn coschappen heb jij veel werk gedaan waar ik zelf niet 
aan toe kwam, kleuringen, PCR en ELISAs, waarvoor ik je erg dankbaar ben. Jou zorgvuldige 
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werkwijze heeft voor veel betrouwbare resultaten gezorgd, waar ik altijd op verder heb 
kunnen bouwen. Met de collega’s van het diagnostisch lab van de klinische immunologie 
en de transplantatie immunologie was het altijd gezellig. Bessel en Jetske, bedankt voor 
de vele racefiets en Nieuw-Zeeland verhalen. Boelo, met de geit gaat het goed.  Ook wil ik 
Kiki en Janny bedanken voor alle administratieve hulp.
Natuurlijk zou dit traject zonder mijn collega PhD studenten veel minder fijn verlopen zijn. 
Menke, Sarah, Nikola, Sebastian, Alexandre, Birgit, Deena, Suzanne, Fleur, Lucas, Paulina, 
Niels, Christien, Judith, Qi, Koen en Hans, leuk dat jullie er altijd waren voor een praatje of 
een bakje koffie. Het was erg fijn om bij gelijkgestemden terecht te kunnen voor alles wat 
met het onderzoek te maken had maar zeker ook alles daarbuiten. 
Mijn mede MD/PhD studenten Marrit en Annemiek, samen met jullie ben ik dit traject in 
het vierde jaar ingegaan, en ook al zaten we bij verschillende afdelingen, ik heb altijd veel 
aan jullie gehad om dit traject tot een goed einde te brengen. Leuk dat we twee weken 
na elkaar promoveren. Hans, bedankt dat ik jou kon opzoeken in de tijd dat je onderzoek 
deed in New York. 
Ik wil Karlijn, Kelly, Irene, Sebastiaan, Martijn en Fia Fia bedanken voor de mogelijkheid om 
hen te begeleiden tijdens hun stages, dit was erg waardevol. Sofia, gracias por cuidar tan 
bien de mi en México!
Mijn onderzoekstijd heb ik afgewisseld met coschappen in Heerenveen en Assen. Van beide 
heb ik heel veel geleerd, waarvoor ik dr. Janneke Zwarts in het bijzonder wil bedanken. 
Ook mijn mede-co’s, zonder jullie had ik niet op dezelfde manier terug kunnen kijken. 
Hester en Gwen, erg leuk dat we soms nog samen door het Groningse land kunnen fietsen. 
Tamara, ik kom je zeker nog eens opzoeken in Zwitserland. Nynke, ik heb erg genoten van 
de tijd dat wij afgewisseld Nynke 1 en Nynke2 waren op afdeling A1 in het WZH.  Ook wil 
ik prof. dr. Hendrika Bootsma, dr. Martha Leijsma en dr. Wilbert Janssen bedanken voor de 
mogelijkheid om de opleiding tot reumatoloog te volgen in het UMCG en in het Martini 
Ziekenhuis. 
Onderzoek kan natuurlijk ook niet zonder de nodige ontspanning, daarvoor wil ik mijn 
lieve vriendinnetjes van het ‘dispuut de gouden tepel’ bedanken voor de vele gezellige 
avonden die we samen hebben beleefd, de weekendjes weg, de festivals, de sportieve 
activiteiten. Tsjitske, samen konden we vaak even stoom afblazen van ons promotie werk, 
en bijna waren we nog op dezelfde dag gepromoveerd. Ik wens jou veel succes in Enschede 
met je opleiding tot MDL-arts.
Mijn vriendinnen van thuis-thuis, Ilse, Femmie, Marcella en Gonja wil ik bedanken voor 
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mooie tijd die we hebben gehad, tijdens de etentjes, stapavonden en natuurlijk pinkpop 
afgelopen zomer. 
Ytje, wij zijn al bevriend zolang we het ons kunnen herinneren. Ook al is er nu door de 
afstand minder tijd om elkaar vaak op te zoeken, het is meteen weer als vanouds als we 
elkaar weer zien. Bedankt voor de fantastische tijd als student en ver daarvoor, en natuurlijk 
in Australië en Nieuw-Zeeland, waar we samen gereisd hebben. Drie maanden in een auto 
leven kun je niet met iedereen, ook al was het dan een grote Ford. 
Mijn Heit en Mem wil ik bedanken voor alle steun, vertrouwen en liefde. Ik kijk er altijd 
enorm naar uit om weer terug te gaan naar Oudega, en op zondag avond bij jullie aan te 
schuiven voor het diner waar we vervolgens met een goed glas wijn en Franse kaas voor 
de open haard eindigen. Zonder jullie was me dit niet gelukt. Sybrand, mijn broer(tje), ook 
al zien we elkaar niet zo vaak, als het er van komt is het altijd gezellig. 
Mijn paranimfen Rens en Fiona. Rens, wij kennen elkaar al sinds de middelbare school. 
Achterin bij Bijlsma in de biologie les was het altijd erg gezellig, waar we uitgebreid onze 
weekenden doorspraken. Dit werd altijd gedoogd omdat Bijlsma onze verhalen stiekem 
ook wel interessant vond. Ook tijdens de studententijd hebben we veel mooie momenten 
beleefd. Ik heb nog steeds erg warme herinneringen aan onze avondjes met goede muziek 
en wijn op de Haddingedwars. 
Fiona, wij hebben elkaar leren kennen als collega’s, en kwamen er al snel achter dat we 
een gezamenlijke hobby hebben; het paardrijden. Daar kwam nog bij dat we het ook 
nog eens super goed met elkaar kunnen vinden. Bedankt dat ik altijd met je mee mag 
om op Utopia en Sierra te rijden. Ik heb erg genoten van de lol en de gezelligheid bij de 
paardrijvierdaagse in Dwingeloo dit jaar. We hebben zelfs de buurvrouw uit de caravan 
naast ons wakker gekregen met ons gegiechel. De ritten in de Gaasterlandse bossen 
houden we nog tegoed! Ook je hulp met de multivariate analyses kwam zeer goed van 
pas. Super dat jullie me bij willen staan tijdens mijn promotie.
Jelmer, samen met jou door het leven gaan is het mooiste wat er is. Tijdens onze 
studententijd hadden we het soms zo gezellig dat ik het college van 9 uur miste omdat het 
nog veel te gezellig was met jou in de kroeg. Na mijn MD/PhD sollicitatie was jij de eerste 
die me belde, misschien was dat al een voorteken. Jij staat altijd voor me klaar, en helpt me 
bij alles. Die keer dat ik een poster moest inleveren maar mijn SPSS niet werkte en jij voor 
mij alles hebt uitgerekend is daar een goed voorbeeld van. Ik hoop dat we nog lang samen 
kunnen genieten van elkaar, en binnenkort van ons nieuwe huis in Groningen. 
Nynke
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in de Tjongerschans te Heerenveen en het General Hospital in México gevolgd werden.  De 
semi-arts stage vond plaats op de interne geneeskunde van het Wilhelmina Ziekenhuis te 
Assen onder leiding van dr. Janneke Zwarts, en de Reumatologie en Klinische Immunologie 
afdeling van het Martini ziekenhuis te Groningen met supervisie van dr. M. Bijl. In december 
2013 haalde ze het arts-examen. Vanaf november 2014 is ze in het kader van de opleiding 
tot reumatoloog als arts-assistent werkzaam in het Martini Ziekenhuis te Groningen.
